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1. INTRODUZIONE 
 
1.1 Il polline d'api utilizzato come integratore alimentare 
 
Il polline presente sui fiori di piante appartenenti alle più svariate specie viene 
raccolto dalle api bottinatrici che hannno raggiunto il ventesimo giorno di vita: 
esso costituisce un nutrimento essenziale per questi insetti e costituisce l'unico 
apporto proteico dell'alveare. Durante le fasi di bottinamento e stoccaggio 
all'interno dell'alveare, le api impastano il polline con secrezioni salivari, nettare o 
miele, confezionandolo in pallottole dal peso di circa 8 mg ciascuna. 
Quest'operazione è molto importante in quanto arricchisce il polline di diverse 
sostanze, quali enzimi e amminoacidi, che lo rendono distinguibile dal polline 
situato sulle antere dei fiori. Mediante l'utilizzo di appositi strumenti definiti 
"trappole del polline" è possibile raccogliere presso l'alveare parte del polline che 
viene bottinato dalle api e utilizzarlo come un vero e proprio alimento adatto alla 
dieta dell'uomo (Contessi, 2012). 
Il polline raccolto dalle api è noto per le sue proprietà benefiche da moltissimi 
anni: sono diversi, infatti, i riferimenti che si possono trovare nelle antiche opere 
letterarie. Gli antichi Egizi definirono il polline come "una polvere che dà la vita." 
I primi riferimenti sulle proprietà medico-farmaceutiche del polline si trovano nei 
libri di medicina della Spagna islamica. Maimoides (1135-1204) un medico di 
Cordoba, raccomandò il suo uso come un tonico astringente e sedativo. Nei primi 
anni del 1200 Ibn el-Beithar lo descrisse come afrodisiaco, in grado di arrecare 
anche benefici per lo stomaco, restituendo il fervore del sangue e curando gonfiori 
prodotti dalla digestione (Crane, 1999). 
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Aristotele, nel suo trattato Historia animalium (343 a.C.), illustrò le pallottole di 
polline adese alle zampe delle api e ipotizzò che si trattasse di polline floreale 
utilizzato come fonte di nutrimento. I padri della medicina quali Ippocrate, Gaio 
Plinio Secondo e Pitagora prescrivevano spesso polline delle api ai pazienti, 
sotenendo che avesse numerose proprietà benefiche.  
Il termine “polline”, che deriva dal latino “pollen pollinis”, “farina” o “polvere 
fine”, è stato utilizzato per la prima volta da John Ray in Historia plantarum 
(1686). I primi lavori sul meccanismo della raccolta del polline sono stati 
realizzati da Meehan nel 1873. 
La raccolta del polline e l'uso di questo come alimento per l’uomo comiciò a 
diffondersi solo dopo la seconda guerra mondiale, quando si svilupparono le 
trappole per la raccolta del polline (Bogdanov, 2012). 
 
1.1.1 Composizione nutrizionale del polline d'api 
Il progresso scientifico e lo sviluppo di adeguati metodi analitici hanno permesso 
di confermare le proprietà benefiche del polline d'api già ipotizzate nel passato. Il 
polline d'api è un alimento eccezionale dal punto di vista nutrizionale, dall'alto 
valore energetico, completo e ben bilanciato. Il polline contiene carboidrati, 
proteine, amminoacidi liberi, lipidi, acidi grassi, fibre, vitamine, enzimi e sali 
minerali; degno di nota è anche il contenuto di flavonoidi (rutina e campferolo in 
particolare) dalle spiccate attività antiossidanti (Campos et al., 2008). 
Nonostante queste sostanze si ritrovino in tutti i tipi di polline, la composizione 
chimica varia a seconda dell’origine botanica, ed è influenzata dall’età, dallo stato 
nutrizionale della pianta, dalle condizioni ambientali durante lo sviluppo del 
polline (Marchini et al, 2006).  
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La composizione chimica varia anche in relazione al metodo di raccolta del 
polline e alla modalità di conservazione (Oliveira et al., 2009). 
Il prodotto appena raccolto dalle api presenta un contenuto in acqua compreso tra 
il 20-30 g su 100 g: questo valore favorisce la crescita di microrganismi, come 
batteri e lieviti e di acari (Szczesna et al., 1999). 
 
1.1.1.1 Carboidrati 
Sono tra i componenti presenti in maggiore quantità e sono rappresentati 
principalmente da polisaccaridi come amido, materiali della parete cellulare e 
fibre alimentari (Stanley e Linsken, 1974; Talapy, 1984). Il contenuto di zuccheri 
riducenti è di 32,9 g/100 g (su sostanza secca) e quello del saccarosio è 6,12 
g/100g (su sostanza secca) secondo quanto rilevato dagli autori Solberg e 
Remedios (1980). Nello stesso studio è stato evidenziato che gli zuccheri presenti 
in maggiore concentrazione sono il fruttosio, glucosio e saccarosio (circa il 90% 
dei carboidrati totali), mentre in minori concentrazioni sono presenti i disaccaridi 
come trealosio, isomaltosio e maltosio e trisaccaridi come raffinosio, erlosio e 
melezitosio. E’ stato riscontrato un alto indice fruttosio/glucosio, che varia tra 
1,13 a 1,53, mentre il contenuto in amido, molto variabile, è mediamente 2,13 g 
su 100 g di prodotto secco. 
E' stato dimostrato che la composizione di carboidrati nel polline d'api varia sia in 
relazione alla specie botanica (Szczesna et al., 2007) sia in relazione all'epoca di 
raccolta (Szczesna et al., 2002). 
Il contenuto di carboidrati calcolati sarà maggiore di quello ottenuto mediante 
metodi analitici (GC, HPLC) poiché una parte dei carboidrati (fibre grezze e 
materiale cellulare) non è determinabile mediante metodi analitici, ma solo 
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mediante calcoli. La quantità di carboidrati digeribili è circa del 30,8% su 
sostanza secca (Kedzia et al., 2005). I valori del contenuto in carboidrati sono 
riassunti nella Tab. 1.1. 
 
1.1.1.2 Proteine e amminoacidi liberi 
Il polline contiene dal 7 al 30% di proteine in riferimento alla sostanza secca 
(Campos et al., 2008). Proprio a causa del suo alto contenuto proteico e della sua 
ricca composizione aminoacidica, il polline è stato oggetto di numerosi studi. Il 
tenore di proteine grezze è stato determinato vicino al 37,4% (Sommerville, 
1997). Mediamente sono presenti dai 14 ai 21 aminoacidi, tra cui gli otto 
aminoacidi essenziali per le api e per l’uomo come arginina, triptofano, 
fenilalanina, istidina, leucina e lisina (Gilliam e McCaughey,1980). Il contenuto 
di aminoacidi liberi, espresso come percentuale del contenuto proteico, si aggira 
intorno al 40%: la prolina è l'amminoacido presente in maggiore quantità 
(Margaoan et al., 2010), mentre la cistina è presente in bassa quantità (Kedzia e 
Holderna-Kedzia, 2005). 
Il contenuto di amminoacidi liberi nel polline d'api è maggiore rispetto a quello 
prelevato direttamente dai fiori: ciò significa che le api apportano un contributo 
fondamentale al profilo amminoacidico (Dominguez-Valhondo et al., 2011). 
Il livello di prolina, che viene sintetizzata dall'acido glutammico durante il 
processo di drying, è influenzato dall'attività dell'enzima glutammato deidrogenasi 
(Britikov et al., 1964). Quando la temperatura del processo di drying è elevata e la 
durata del trattamento è prolungata, il contenuto di amminoacidi diminuisce (<2 
g/100 g) e di conseguenza, la quantità media della prolina nei confronti degli 
amminoacidi liberi aumenta (>80%). Al contrario, quando il processo di drying è 
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eseguito correttamente e il contenuto di acqua raggiunge 4-8 g/100 g, il contenuto 
di amminoacidi liberi resta alto cioè maggiore di 2,5 g/100g (Vullo, 2015).  
Il rapporto tra prolina/aminoacidi totali liberi può essere usato come indicatore 
della freschezza del polline. Questo rapporto deve essere inferiore al 65%. Il 
contenuto proteico, comunque, è strettamente influenzato dalla specie botanica 
d’origine del polline: in particolare presentano una notevole fluttuazione i valori 
di serina, cisteina, istidina, lisina e prolina (Somerville, 1997). I valori del 
contenuto proteico sono riassunti nella Tab. 1.1. 
 
1.1.1.3 Lipidi e acidi grassi 
La frazione lipidica del polline è d'interesse rilevante, sia in campo alimentare che 
cosmetico. 
I lipidi rappresentano dall' 1 all’11% in riferimento alla sostanza secca. Il polline 
più ricco di lipidi è quello di tarassaco (Taraxacum officinale), con un contenuto 
che può raggiungere il 15%. A seguire sono menzionati il polline delle specie 
appartenenti alla famiglia delle Brassicaceae (8,75%), seguita da quella delle 
Cistaceae (5,28%) e da quella delle Fagaceae (3,95%). Un alto tenore di lipidi 
(8,75%) è presente anche nel polline derivante da Trifolium repens (Day, 1990). 
La miscela lipidica del polline è composta da trigliceridi e acidi grassi liberi: 
questi ultimi sono soprattutto insaturi (acido oleico, linoleico, eicosenoico, 
erucico e linolenico), saturi (acido stearico e palmitico) e saponificabili 
(idrocarburi, alcoli lineari e steroli).  
Per valutare il contenuto lipidico del polline si utilizzano analisi gas-
cromatografiche e spettrometrie di massa per l'analisi quali-quantitativa degli 
acidi grassi (Szczesna et al., 2006). I valori del contenuto lipidico sono riassunti 
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nella Tab. 1.1. 
 
1.1.1.4 Fibre alimentari 
Nello studio di Bell et al. del 1983 il polline analizzato ha rivelato valori compresi 
tra 7 e 20 g/100 g di sostanza secca. Secondo altri autori questo ampio range di 
valori è dovuto alle diverse metodiche di analisi utilizzate (Herbert e Shimanuki, 
1978; Solberg e Remedios, 1980; Serra-Bonvehi et al., 1986). I valori del 
contenuto in fibre sono riassunti nella Tab. 1.1. 
 
Componenti Quantità min-max 
(g/100 g peso secco) 
 
RDA (g/giorno) 
Proteine 10-40 50 
Lipidi 1-13 80 
Carboidrati 13-55 320 
Fibra 0,3-20 30 
 
Tabella 1.1: Composizione nutrizionale del polline secco (da Bogdanov, 2012). 
 
 
1.1.1.5 Vitamine  
Il polline può essere considerato un buon alimento multivitaminico; contiene, 
infatti, le vitamine del gruppo B (B1, B2, B5, B6, B8, B9, B12), vitamina A, 
vitamina PP, vitamina C, vitamina D, vitamina E (Campos et al., 1997). In 
particolare, il contenuto di vitamina C nel polline è tra 36 e 59 mg in 100 g di 
prodotto secco e diminuisce mediamente di circa 100 mg/g dopo un anno di 
conservazione (Tragedo e Morelle, 1968). 
Il polline è anche ricco di carotenoidi: i granuli pollinici, in particolare, sono 
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ricchi di ß-carotene, precursore della vitamina A. In ambienti senza ossigeno i 
carotenoidi sono resistenti fino a temperature che raggiungono i 130 °C ma, in 
presenza di ossigeno, si ossidano facilmente, perdendo attività biologica; inoltre, 
sono molto sensibili alla luce, specialmente ultravioletta. E' stato dimostrato che il 
contenuto in carotenoidi nel polline diminuisce in seguito ai processi di drying 
(Dominguez et al., 2011). La composizione vitaminica del polline è riassunta in 
Tab. 1.2. 



























Tabella 1.2: Contenuto vitaminico nel polline secco (da Bogdanov, 2012). 
 
 
1.1.1.6 Sali minerali 
Il contenuto in minerali varia considerevolmente a seconda dell'origine botanica 
del polline (Campos et al., 2008). In laboratorio la composizione dei sali minerali 
viene eseguita mediante assorbimento atomico. Il minerale presente in maggiore 
Vitamine Contenuto in 
mg/100 g peso 
secco 
RDA (g/giorno) 
ß-carotene 1-20 0,9 




Niacina (B3) 4-11 15 
Acido pantotenico (B5) 
 
0,5-2 6 
Piridossina (B6) 0,2-0,7 1,4 
Acido ascorbico (C) 
 
7-56 100 
Biotina (H) 0,05-0,07 0,045 
Acido folico (B9) 
 
0,3-1 0,4 
Tocoferolo (E) 4-32 13 
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quantità è il potassio (circa il 60% del totale dei minerali) seguito da magnesio 
(circa 20%) e sodio e calcio (entrambi rappresentano circa il 10%) (Szczesna e 
Rybak-Chmielewska, 1998). Altri minerali presenti sono fosforo, ferro, zinco, 
rame e manganese (Campos et al., 2008). I sali minerali presenti nel polline d'api 
sono riassunti in Tab. 1.3. 
 
Sali minerali mg/100g peso  
secco 
RDA (mg/giorno) 




























1.1.2 Effetti benefici del polline d'api sull'uomo 
Il polline d'api, oltre ad essere un prezioso alimento con cui integrare l'apporto di 
nutrienti nell'alimentazione quotidiana, è spesso definito come alimento 
funzionale (Ahmetova et al., 2011; Belhadj et al., 2012; Bogdanov, 2012) grazie 
alle sue spiccate proprietà benefiche sul corpo umano: in letteratura sono presenti 
diversi studi che documentano tali proprietà. 
In uno studio il polline d'api è stato testato sugli sportivi e si è mostrato in grado 
di incrementare le performance e diminuire i tempi di recupero grazie 
all'incremento dell'emoglobina nel sangue (Asavova et al., 2001). 
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Alcuni studi condotti prima sui topi e poi sull'uomo hanno dimostrato che il 
polline d'api del genere Cardus è in grado di esplicare un'azione epato-protettiva 
attivando gli enzimi antiossidanti del fegato e diminuendo la perossidazione 
lipidica in soggetti affetti da epatite (Ialomiteanu et al., 1976; Bevzo e Grygor'eva, 
1997). 
Il polline d'api è stato largamente testato su pazienti affetti da iperplasia prostatica 
benigna (BHP) con risultati incoraggianti: il Cernilton - un preparato di polline 
d'api reperibile in commercio - ha mostrato effetti benefici sui sintomi della 
malattia (Dutkiewicz et al., 1996), così come l'impiego del polline d'api del 
genere Citrus (Murakami et al., 2008). 
Nella medicina tradizionale cinese, un prodotto a base di polline d'api e radici di 
alcune piante, noto come "NaO Li Su" è riconosciuto per le sua proprietà di 
migliorare la memoria e l'apprendimento (Iversen et al., 1997). 
E' stato dimostrato che il polline d'api utilizzato come coaudiuvante nelle terapie 
contro il cancro, riduce la proliferazione delle cellule tumorali (Yang, 2007; Wang 
et al., 2013). 
Il polline d'api trova impiego anche nel ridurre i livelli del colesterolo nel sangue, 
grazie all'alto contenuto in fitosteroli (Trautwein e Demonty, 2007). 
Altri studi condotti sugli animali hanno evidenziato le proprietà del polline d'api 
nella cura di diverse malattie con risultati positivi. E' stato dimostrato, infatti, che 
il polline d'api aumenta il numero dei globuli rossi in topi anemici (Chauvin et al., 
1968), possiede proprietà immunostimolanti nei conigli (Dudov et al., 1994), 
esplica un'azione antidiarroica nei topi (Campos et al., 1997) e incrementa il 
contenuto di calcio e l'attività della fosfatasi alcalina nelle ossa di topi affetti da 
osteoporosi (Yamaguchi et al., 2006).  
	   13	  
1.1.3 Commercializzazione del polline d'api destinato 
all'alimentazione umana 
1.1.3.1 Aspetti normativi 
La vendita del polline e il suo inquadramento da un punto di vista legislativo sono 
regolamentati da vari atti normativi, sia comunitari che nazionali: 
- Regolamento 1234/2007 “recante organizzazione comune dei mercati agricoli e 
disposizioni specifiche per taluni prodotti agricoli”;   
- Legge 24 dicembre 2004, n. 313 “Disciplina dell’apicoltura”; 
- Legge regionale (Toscana) 27 aprile 2009, n. 21 “Norme per l'esercizio, la tutela 
e la valorizzazione dell'apicoltura”.  
Per quanto riguarda il profilo merceologico, gli aggregati di polline che le api 
conducono in alveare s'identificano con lo stesso termine “polline”, quale prodotto 
dell’apicoltura definito dal Regolamento 1234/2007. 
E' opportuno ricordare che, ad oggi, manca sia in Italia che nell’Unione europea 
un atto normativo che inquadri gli aspetti qualitativi del polline. Standard 
qualitativi del polline sono vigenti in Brasile, Svizzera, Polonia e Bulgaria 
(Campos et al., 2008). 
A fronte di questa lacuna importante, alcuni autori hanno proposto degli standard 
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Parametro Limite 
Umidità relativa < 6-8% 
Ceneri < 6% 
Ceneri indisciolte in 
10% HCl 
< 0,3% 
Proteine totali (Nx 
6,25) 
> 15% 
Carboidrati > 40% 
Lipidi > 1,5% 
 
Tabella 1.4: Standard chimico-fisici proposti per il polline d'api (da Campos et al., 2008) 
 
La produzione mondiale di polline d'api si aggira intorno alle 1500 
tonnellate/anno.: la Spagna è in testa alla produzione, seguita da Cina, Australia e 
Argentina (PAN, 2011-2013). La Cina in particolare si sta affermando sul mercato 
con una grande produzione che nel 2009 ha raggiunto le 2500 tonnellate (Lihong, 
2009).  
 
1.1.3.2 Tipologie di polline d'api in commercio 
In commercio è possibile trovare tre tipi di polline: il polline fresco grezzo; il 
polline fresco, il polline disidratato.   
Il polline fresco grezzo costituisce il polline come raccolto all’alveare: a causa 
dell'elevata umidità, che può raggiungere anche valori del 20-30%, viene 
generalmente destinato a lavorazioni post-raccolta. 
Il polline fresco è il prodotto che ha subito una blanda deumidificazione. Ha 
un’umidità relativa compresa fra l’8 ed il 15% e viene confezionato in involucri e 
conservato a temperature inferiori a -10°C.  
Il polline disidratato è il prodotto finito che ha subito una disidratazione tale da 
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condurre i valori di umidità relativa fra il 4 e l’8%; viene confezionato in barattoli 
di vetro o plastica e conservato a temperatura ambiente.  
La disidratazione del polline può essere condotta con due modalità diverse: a 
caldo o a freddo. Nel primo caso il polline viene disposto in strati sottili in 
ambiente controllato e viene fatta circolare aria calda a temperature superiori a 
30°C; nel secondo caso viene impiegata una macchina che permette 
l'evaporazione del vapore acqueo mediante un sistema di ventole collegate ad un 
deumidificatore che permette di lavorare a temperature inferiori, garantendo una 
migliore qualità organolettica. 
Uno studio dimostra che il trattamento migliore avviene a 30°C per 20 ore, poiché 
si evita la formazione dei composti dello zolfo e si mantengono gli aromi 
piacevoli (Collin et al., 1995). 
E' possibile sottoporre il polline ad un processo di liofilizzazione ma attualmente 
questo è ancora in fase di studio: alcuni autori sostengono che, da un punto di 
vista nutrizionale, il polline liofilizzato mantiene tutte le proprietà polline fresco 
(Domìnguez-Valhondo et al., 2011). 
 
1.2 Sicurezza microbiologica del polline d'api destinato 
all'alimentazione umana 
Considerando i principi descritti dal Codex Alimentarius e le disposizioni 
prescritte dal Regolamento CEE 178/2002, possiamo individuare nel polline gli 
obiettivi di sicurezza alimentare, che prendono in considerazione i pericoli 
chimici, fisici e biologici. 
Fra i pericoli chimici sono annoverate quelle sostanze che possono contaminare il 
polline nelle varie fasi della produzione. Sui fiori, prima che venga bottinato dalle 
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api, il polline può essere contaminato da contaminanti intenzionali, rappresentati 
da prodotti fitosanitari e da contaminanti ambientali, quali i metalli pesanti (Fe, 
Mn, Cu, Zn, Pb, Hg, Cd). 
 In aggiunta, il polline di varie specie vegetali può presentare costituzionalmente 
un rischio potenziale dovuto alla presenza di sostanze tossiche, alcaloidi in 
particolare. Fra le famiglie che producono maggiori quantità di alcaloidi si 
trovano le Boraginaceae, le Asteraceae, le Orchidaceae e le Leguminosae.  
Nell'alveare il polline può essere contaminato dalle sostanze utilizzate lecitamente 
o illecitamente nella terapia e profilassi delle malattie delle api: i più importanti 
sono gli acaricidi, ma anche gli antibiotici illegalmente impiegati nella lotta alle 
malattie batteriche (peste europea e peste americana). In fase di lavorazione post-
raccolta, il polline può essere soggetto ad ulteriori contaminazioni da parte di 
sostanze biocide, come i detergenti e i disinfettanti.  
In seguito alla contaminazione da parte di alcune specie fungine, nel polline d'api 
è possibile ritrovare alcune potenti micotossine tra cui: aflatossine, ocratossine, 
fumonisine e lo zearalenone. Le micotossine sono dei metaboliti secondari che, 
una volta ingerite, sono molto pericolose per la salute dell'uomo: alcune hanno 
proprietà tossiche e carcerogene. Le aflatossine e l'ocratossina A sono composti 
termostabili e quindi possono resistere al trattamento di disidratazione a cui è 
sottoposto il polline d'api. Alla luce di queste caratteristiche, la presenza delle 
aflatossine è tollerata entro certi limiti (Belhadj et al., 2012; Campos et al., 2008). 


















Piombo max 0,5 mg/kg 
Mercurio max 0,01 mg /kg 
Cadmio max 0,03 mg/kg 
Aflatossina B1 max 2 µg/kg 
Alfatossine 
B1+B2+G1+G2 
max 4 µg/kg 
 
Tabella 1.5: Valori limite dei contaminanti chimici nel polline d'api secco (da Campos et al., 
2008). 
*non esitono limiti specifici ma vengono attualmente utilizzati quelli del miele. 
 
 
Per quanto riguarda i pericoli fisici, nel polline possiamo ritrovare corpi estranei e 
radionuclidi. I corpi estranei comprendono i residui provenienti dagli ambienti di 
produzione in grado di produrre danno al consumatore.  
I radionuclidi sono nuclidi instabili che decadono emettendo energia sotto forma 
di radiazioni: possono costituire un contaminante delle piante che troviamo anche 
nel polline. Il polline è addirittura la matrice migliore per segnalare la 
contaminazione atmosferica da radionuclidi, in quanto riflette fedelmente la 
qualità dell'aria (Brusa et al. 2011).  
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Fra i pericoli biologici, è necessario considerare le larve d’insetto, in grado di 
provocare danni nel consumatore. Per quanto riguarda i microrganismi, non 
esistono dei criteri ufficiali di sicurezza microbiologica, sia sul piano comunitario 
che internazionale (Bogdanov, 2004; Campos et al., 2008). Vista questa 
importante lacuna, alcuni autori hanno proposto delle linee guida, al fine di 
garantire degli standard per la commercializzazione di un prodotto sicuro dal 





Carica mesofila tot. <105 UFC/g 
Staphylococcus aureus Assente/1g 
Enterobacteriaceae <102 UFC/g 
Escherichia coli Assente/1g 
Salmonella spp. Assente/10g 
Lieviti <5x104 UFC/g 
Funghi <5x104 UFC/g 
 
Tabella 1.6: Standard microbiologici proposti da alcuni autori per il polline d'api destinato alla 
vendita (da Campos et al., 2008). 
 
 
1.2.1 Microrganismi associati al polline d'api fresco 
Il polline, dall'antera del fiore fino al momento della raccolta presso l'alveare, è 
esposto alla contaminazione da parte di diversi microrganismi. 
Tali contaminazione sono dovute ai più svariati fattori tra cui l'esposizione dei 
fiori agli animali e all'ambiente esterno, le api, gli apicoltori e le pratiche apistiche 
da essi adottate (Belhadj et al., 2012). 
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Alcuni autori hanno concluso che il punto critico per quanto riguarda la 
contaminazione microbica del polline d'api lungo il processo produttivo è la 
raccolta del polline dalle trappole: più il polline si accumula nel tempo all'interno 
delle trappole e più aumenta il rischio di contaminazione (Gonzales et al., 2005). 
E' chiaro dunque come il polline non possa essere considerato un alimento ready 
to eat, ma necessita di un'adeguata lavorazione prima del consumo alimentare 
(Belhadj et al., 2012). 
Di seguito sono descritti i principali microrganismi ritrovati nel polline d'api 
fresco. 
 
1.2.1.1 Muffe e lieviti 
Il polline d'api, presentando un elevato contenuto in acqua, è particolarmente 
soggetto alla contaminazione da parte di muffe e lieviti (Shevtsova et al., 2014; 
Belhadj et al., 2012). Questi microrganismi sono praticamente ubiquitari nel 
suolo, nelle piante e si ritrovano anche nei residui animali come saprofiti 
(Shevtsova et al., 2014, Diadzio et al., 2001). Alcuni autori hanno ritrovato le 
stesse specie fungine sia nel polline raccolto dagli alveari sia nel nettare e sul 
corpo delle api (Benoit et al., 2004): è stato ipotizzato, quindi, che quest'ultime 
possano rappresentare un vettore di contaminazione (Brindza et al., 2010). Il 
successo della diffusione e dello sviluppo di tali microrganismi nel polline d'api è 
dovuta al fatto che sono in grado di resistere a valori di aw estremamente bassi 
rispetto ai batteri: alcune specie si sviluppano anche a valori di aw di circa 0,6 (Jay 
et al., 2009). 
Lo sviluppo di muffe e lieviti nel polline è assolutamente indesiderato, in quanto 
la loro presenza causa una profonda alterazione organolettica e, al contempo, è 
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considerata una minaccia alla sicurezza del prodotto perchè questi microrganismi 
sono produttori di diverse micotossine e sostanze allergeniche. In particolare, 
muffe e lieviti sono responsabili di fenomeni fermentativi a carico dei carboidrati 
che alterano il sapore del prodotto rendendolo inadatto al consumo. In questo 
ambito, i lieviti sono considerati più pericolosi rispetto alle muffe. Il lievito 
Saccaromyces rouxii risulta l’agente microbico più resistente, dal momento che 
interrompe lo sviluppo solo a valori di aw prossimi a 0,60, corrispondenti nel 
polline a valori di umidità relativa pari a circa il 14,5% (Feas et al., 2012). 
Le muffe sono temute negli alimenti in quanto sono produttrici di una grande 
varietà di metaboliti secondari dannosi per la salute di uomo e animali, quali le 
micotossine. Quest'ultime hanno proprietà mutagene, teratogene, cancerogene e 
alcune di queste svolgono funzioni ormone-simili, alterando l'equilibrio 
fisiologico dell'organismo. 
Le micotossine sono prodotte da diverse specie fungine in condizioni di umidità e 
temperatura favorevoli; tra le specie maggiormente produttrici si trovano quelle 
appartenenti ai generi Fusarium, Aspergillus, Alternaria, Claviceps, e Penicillium. 
Le micotossine hanno strutture chimiche differenti in quanto prodotte da specie 
diverse e le principali appartengono ai seguenti gruppi: 
- aflatossine (prodotte soprattutto dal genere Aspergillus);  
- fumosinine, zearalenone e tricoteceni (prodotti dal genere Fusarium);  
- ocratossina e patulina (prodotte dai generi Aspergillus e Penicillium). 
Le aflatossine e l'ocratossina A sono molecole termostabili: ne risulta che il 
polline disidratato non è risanato da queste sostanze e può rappresentare una 
minaccia per la salute umana (Shevtsova et al., 2014). Infine, i funghi 
appartenenti ai generi Penicillium, Alternaria, Aspergillus e Cladosporium 
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possiedono forti proprietà allergeniche (Dziadzio et al., 2001; Ryzhkin et al., 
2002; Kirk et al., 2001; Gannibal, 2003).  
Diverse ricerche sono state condotte per determinare quali muffe e lieviti sono 
maggiormente associati al polline d'api. In uno studio effettuato su polline d'api 
del genere Prunus sono stati identificati sei generi di lieviti (Cryptococcus, 
Kloeckera, Candida, Rhodotorula, Torulopsis, Hansenela) (Gilliam et al., 1979). 
In campioni di polline d'api brasiliano sono stati ritrovate specie dei generi 
Zygosaccharomyces, Cryptococcus e Debaryomyces (De-Melo et al., 2015). 
In un altro studio condotto su pollne d'api portoghese sono state ritrovate le 
seguenti specie di muffe: Aspergillus flavus, Fusarium graminearum, Penicillium 
citrinum, Penicillium funiculosum e Aspergillus alternata (Estevinho et al., 2012). 
Altri autori, infine, hanno ritrovato in campioni di polline d'api slovacco le specie 
Rhizopus arrhizus, Rhizopus nigricans, Aspergillus flavus, Aspergillus repens, 
Aspergillus clavatus e altre specie appartenenti al genere Mucor, Alternaria e 
Paecilomyces (Brindza et al., 2010). 
 
1.2.1.2 Enterobatteri ed Escherichia coli 
I batteri appartenenti alla famiglia delle Enterobacteriaceae possono essere 
ritrovati in numerosi ambienti; essi, infatti, colonizzano il tratto intestinale di 
animali e uomo, ma anche il suolo, i vegetali e gli ambienti acquatici. 
E' possibile raggruppare gli Enterobatteri in tre gruppi: 
- patogeni in senso stretto: germi invasivi e germi enterotossici; 
- patogeni opportunisti: provocano malattia quando si riducono le difese 
dell'ospite; 
- bioindicatori della qualità microbiologica degli alimenti. 
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La famiglia delle Enterobacteriaceae è stata proposta da lungo tempo come un 
gruppo di microrganismi indicatori delle condizioni d'igiene del processo cui un 
alimento viene sottoposto. Gli Enterobatteri sono inoltre facilmente distrutti negli 
alimenti dai trattamenti termici o durante il congelamento, e la loro presenza 
consente quindi di mettere in evidenza eventuali anomalie che si possono 
verificare durante i trattamenti finalizzati alla conservazione degli alimenti. 
Nell'ambito della qualità microbiologica degli alimenti la quantificazione di tali 
microrganismi è utile per controllare l'efficienza del processo applicato: la loro 
presenza implica il rischio che altri patogeni enterici possano essere presenti 
nell'alimento considerato. 
Il batterio Escherichia coli rappresenta l'indicatore di contaminazione fecale più 
largamente monitorato; ad ogni modo, l'assenza di questo microrganismo non 
impica necessariamente l'assenza di patogeni enterici. La presenza di E.coli negli 
alimenti trattati termicamente indica una contaminazione post-processo (attrezzi, 
utensili, personale, ecc.). 
Il polline d'api fresco, per la sua stessa natura, è spesso contaminato dai batteri 
della famiglia delle Enterobacteriaceae, come è documentato in diversi studi 
(Belhadj et al., 2012; Estevinho et al., 2012; Shevtsova et al., 2014; Brindza et 
al., 2010; Feas et al., 2012). D'altra parte, negli stessi studi, la presenza di E.coli 
non è mai stata riscontrata. 
 
1.2.1.3 Stafilococchi coagulasi-positivi e Staphylococcus aureus 
Il genere Staphylococcus comprende oltre trenta specie; di queste, sei sono 
produttrici di coagulasi, termonucleasi ed enterotossine mentre dieci delle specie 
coagulasi- negative producono enterotossine e nucleasi termolabili. La pratica di 
	   23	  
ricercare negli alimenti stafilococchi coaugulasi-positivi quali ceppi pericolosi per 
la salute, può quindi portare a sottostimare la presenza dei produttori di 
enterotossine. 
Le specie di stafilococco sono adattate all'ospite e circa la metà delle specie 
conosciute risiede sull'uomo solamente o sull'uomo e altri animali (es. 
Staphylococcus aureus). Il maggior numero tende ad essere ritrovato in prossimità 
delle aperture del corpo come narici, ascelle, zone inguinali e perineali. 
La più importante fonte di contaminazione degli alimenti è rappresentata dagli 
individui portatori ai quali è consentita la manipolazione degli alimenti. In 
generale, la presenza di stafilococchi negli alimenti di origine animale è 
considerata un paramentro importante per indicare la sicurezza del prodotto. La 
gastroenterite stafilococcica è causata dall'ingestione di alimenti contenenti una o 
più enterotossine, prodotte esclusivamente da alcune specie e alcuni ceppi di 
stafilococco. La peculiarità biologica di queste tossine risiede nella loro notevole 
termostabilità (100°C per 30’). Tale gastroenterite si manifesta con dolori 
addominali, diarrea, vomito e calo della temperatura corporea; i sintomi 
scompaiono nel giro di 48 ore. In questo senso, la specie più pericolosa è senza 
dubbio lo Staphylococcus aureus. Sebbene gli stafilococchi possano crescere 
anche in condizioni estreme, che non favoriscono la produzione di enterotossine, 
queste vengono normalmente prodotte all’interno di un ampio range di condizioni 
di temperatura e umidità. Per quanto riguarda l'aw, gli stafilococchi sono unici per 
la capacità di crescere a valori più bassi rispetto a qualsiasi altro batterio non 
alofilo: in condizioni ideali per altri fattori, è stata dimostrata la crescita ad un 
valore di aw pari a 0,83. 
Solitamente il processo di disidratazione del polline è in grado di eliminare gli 
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stafilococchi eventualmente presenti.  
 
1.2.1.4 Clostridi solfito-riduttori e Clostridium botulinum 
I clostridi solfito-riduttori sono batteri anaerobi, sporigeni in grado di ridurre i 
composti ossidati dello zolfo a idrogeno solforato. Questi batteri comprendono sia 
specie patogene per l’uomo e gli animali, come Clostridium perfringens, sia 
specie responsabili di alterazioni putrefattive degli alimenti come Clostridium 
bifermentans, Clostridium putrificum, Clostridium paraputrificum, Clostridium 
baratii, Clostridium celatum, Clostridium roseum, Clostridium novyi ed altre 
ancora. Le spore sono molto resistenti ai trattamenti tecnologici e possono 
sopravvivere nell’ambiente per lunghi periodi. La loro presenza, ed in particolare 
quella di C. perfringens, negli alimenti e nelle acque è indice di contaminazione 
fecale. 
Il Clostridium botulinum è uno dei clostridi più pericolosi negli alimenti; il germe 
e le spore si trovano tuttavia anche nel suolo e nei vegetali. Il botulismo 
nell’uomo consegue generalmente all’ingestione della tossina presente in alimenti 
in cui il C. botulinum ha trovato le condizioni ambientali adatte alla crescita e alla 
tossinogenesi. Gli alimenti a rischio sono soprattutto le conserve alimentari, in cui 
il microrganismo può trovare un ambiente anaerobio. Affinchè questo batterio 
possa svilupparsi è necessario un valore di aw superiore a 0,94. 
Le caratteristiche fisico-chimiche del polline non sono ordinariamente compatibili 
con lo sviluppo del C. botulinum, benché la presenza ubiquitaria di questo batterio 
renda anche il polline potenziale veicolo delle spore. Degno di nota è il fatto che 
le spore sono termostabili, pertanto la disidratazione del polline non è un processo 
adatto per la loro eliminazione. L’ingestione delle spore non è in grado di 
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produrre il botulismo negli adulti ma, nei bambini al di sotto dei 2 anni di età, può 
causare il cosiddetto "botulismo infantile" riportato in seguito al consumo di 
miele. 
 
1.2.1.5 Bacilli sporigeni  
I batteri del genere Bacillus sono tipicamente sporigeni e aerobi e si possono 
ritrovare negli alimenti come contaminanti: in particolare, Bacillus cereus è 
responsabile di episodi di intossicazione alimentare, dovuti alla produzione di 
enterotossine. E' stato dimostrato che anche altre specie sono produttori di 
enterotossine, tra cui Bacillus circulans, Bacillus lentus, Bacillus thuringiensis, 
Bacillus carotarum e Bacillus pasteurii.  
Alcuni autori hanno ritrovato Bacillus subtilis, Bacillus megaterium, Bacillus 
licheniformis e Bacillus circulans in campioni di polline d'api (Belhadj et al., 
2012). 
B. cereus è ampiamente diffuso nel suolo e nelle acque e comprende ceppi meso-
termofili e psicrofili, in grado di sopravvivere a temperature di refrigerazione; per 
sopravvivere necessita di un aw di almeno 0,92. Il processo di disitratazione del 
polline dovrebbe quindi garantire l'assenza di questo bacillo. Nell'alimento si 
possono ritrovare la forma sporigena, la forma vegetativa e la tossina preformata. 
Questo microrganismo è produttore di diversi tipi di tossine ad azione diarroica e 
della tossina ad azione emetica. In entrambi i casi le sindromi gastrointestinali 
hanno insorgenza rapida e guarigione piuttosto breve. 
 
1.2.1.6 Salmonella spp. 
Le salmonelle sono dei batteri ampiamente diffusi in natura: l'uomo e gli animali 
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sono i serbatoi principali. Questi batteri, se presenti negli alimenti in 
concentrazioni significative, causano un'intossicazione alimentare piuttosto 
importante. Sono una pericolosa minaccia nei prodotti di origine animale o 
derivati che vengono consumati crudi. E' stata registrata l'inibizione della crescita 
di questi microrganismi per valori di aw inferiori a 0,94 in condizioni di pH 
neutro; al diminuire del pH verso i valori minimi per la crescita sono richiesti 
valori di aw più elevati. La cottura a temperature maggiori di 70°C e la 
disidratazione in grado di raggiungere nell'alimento valori di aw<0,94, 
garantiscono l'eliminazione delle salmonelle. 
 
1.2.2 Obiettivi dei metodi di condizionamento del polline d'api 
finalizzati alla garanzia della sicurezza alimentare 
Il polline d'api, in relazione all'elevato contenuto in nutrienti, all'elevato tenore 
idrico e ai vari fattori di contaminazione microbica a cui è esposto, è una matrice 
in cui è possibile il verificarsi della proliferazione dei microrganismi 
precedentemente descritti. In particolare, diversi autori hanno dichiarato che il 
contenuto idrico è il fattore più importante per lo sviluppo di microrganismi 
indesiderati (Estevinho et al., 2012; Belhadj et al., 2012).  
Al fine di garantire la sicurezza microbiologica del polline è quindi fondamentale 
ridurre il contenuto idrico del polline in modo da abbassare il livello di aw ad un 
valore tale per cui i microrganismi indesiderati vengano eliminati.  
Alcuni Paesi hanno fissato dei limiti per quanto riguarda il contenuto idrico del 
polline disidratato, riportati in Tab. 1.7. 
 
 










Tabella 1.7: Limiti massimi del contenuto idrico del polline secco in alcuni Paesi (da Campos et 
al., 2008). 
 
Gli obiettivi di disidratazione richiedono di identificare, da una parte i valori di 
umidità relativa corrispondenti all’operatività delle apparecchiature con cui si 
conduce il processo di disidratazione, dall’altra i valori di aw corrispondenti a 
condizioni ambientali incompatibili con lo sviluppo di microrganismi patogeni ed 
indesiderabili. Inoltre, è opportuno considerare che, negli studi sul polline presenti 
in letteratura finalizzati all’individuazione di condizioni ottimali per la 
conservazione del prodotto, è stato prevalentemente utilizzato il parametro 
dell'umidità relativa. Alcuni autori hanno però dimostrato che la relazione tra 
umidità relativa ed aw varia in relazione all'origine botanica del polline 
considerato; ciò significa che ad un medesimo valore di umidità relativa possono 
corrispondere diversi valori di aw se i campioni di polline considerati 
appartengono a specie botaniche differenti (Collin et al., 1995). 
La relazione fra aw e umidità relativa è definita da una curva, chiamata isoterma di 
adsorbimento; un esempio è riportato in Fig.1.1. 
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Figura 1.1: Isoterma di adsorbimento che descrive la relazione tra umidità relativa e aw in un 
campione di polline (da Collin et al., 1995). 
 
 
In termini di ricerca scientifica, il prossimo passo da compiere sarebbe quello di 
descrivere la relazione tra umidità relativa e aw per ogni specie botanica di polline 
d'api commercializzato. In tal modo l'obiettivo dei trattamenti finalizzati alla 
conservazione diventerebbe quello di raggiungere quel valore di umidità relativa 
(variabile a seconda della specie considerata) che corrisponde ad un unico valore 
di aw in grado di garantire gli standard di sicurezza microbiologici del polline 
considerato. In questo scenario sarebbe opportuno, infine, mettere a punto dei 
metodi condizionamento del polline d'api fresco, alternativi alla disidratazione, 
che permettano di abbassare l'aw senza però ricorrere a trattamenti termici troppo 
aggressivi che immancabilmente diminuirebbero le proprietà nutrizionali e 
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2. SCOPO DEL LAVORO 
 
Il polline d'api fresco è riconosciuto per le sue caratteristiche nutrizionali che lo 
rendono indicato come integratore nell'alimentazione umana. Il polline che si 
trova in commercio viene sottoposto ad un trattamento di essicazione con aria 
calda in grado di ridurne il contenuto idrico: questo permette il prolungamento 
della shelf-life e il raggiungimento dei requisiti di sicurezza alimentare ma, al 
contempo, causa una perdita di alcune importanti sostanze nutraceutiche 
termolabili. Negli ultimi anni si sta manifestando quindi un crescente interesse, 
nel settore dell'apicoltura, per la ricerca di nuove metodiche di condizionamento 
del polline d'api in grado di preservare le caratteristiche fisico-chimiche del 
prodotto e, unitamente, renderlo sicuro per l'alimentazione umana.   
Lo scopo della presente tesi è stato quello di valutare, in campioni di polline d'api 
di castagno e salice raccolti in anni differenti non sottoposti a trattamenti di 
conservazione, la carica coltivabile dei microrganismi indicatori di qualità e 
sicurezza microbiologica e, successivamente, studiare l'effetto di tecniche di 
conservazione alternative all'essiccamento con aria calda, quali liofilizzazione e 
trattamento microonde, su tali microrganismi negli stessi campioni. 
In particolare, mediante l'utilizzo di terreni di coltura selettivi e differenziali, sono 
stati ricercati e quantificati i microrganismi indicatori di qualità microbiologica 
quali i batteri mesofili aerobi, i batteri della famiglia Enterobacteriaceae, le muffe 
e i lieviti; per quanto riguarda la sicurezza alimentare, invece, i campioni sono 
stati sottoposti alla ricerca e alla conta dei batteri coagulasi-positivi del genere 
Staphylococcus e dei batteri sporigeni dei generi Bacillus e Clostridium. Infine è 
stata valutata la presenza di Escherichia coli e dei batteri del genere Salmonella. 
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3. MATERIALI E METODI 
 
3.1 Campioni analizzati  
Nell'ambito di questa tesi sono stati analizzati campioni di polline d'api raccolto 
direttamente dagli alveari dell'azienda Metalori (Massa Macinaia, Lucca). Il 
polline analizzato presenta un'origine botanica differente (castagno e salice) e la 
raccolta è avvenuta in due anni diversi (2014 e 2015). Questi pollini sono stati 
trattati con diversi metodi di conservazione presso il Polo Tecnologico Magona 
(Cecina, Livorno).  
I campioni di controllo sono costituiti da polline fresco prelevato direttamente 
dalle trappole degli alveari e mantenuto in freezer alla temperatura di -20°C, senza 
essere sottoposto ad alcun trattamento. Il polline commerciale è stato ottenuto 
sottoponendo il polline di controllo ad un trattamento di deumidificazione fino al 
raggiungimento di un'umidità residua del 16,8% e quindi con contenuto in 
sostanza secca pari all'83,2%.  Il polline liofilizzato è stato trattato mediante un 
processo di liofilizzazione della durata di nove ore, raggiungendo l'umidità di 
circa 7,05%. Il polline trattato a microonde è stato sottoposto all'irraggiamento 
con onde microonde per 30 minuti alla potenza di 150 Watt. Il polline secco è 
stato ottenuto sottoponendo il polline di controllo ad un trattamento condotto alla 
temperatura di 40-45°C per 60 minuti, al fine di ottenere un'umidità relativa finale 
pari al 5,69 % circa. 
Tutti i campioni destinati all'analisi microbiologica sono stati posti in contenitori 
sterili e consegnati al Dipartimento di Scienze Agrarie, Alimentari e Agro-
ambientali dell' Università di Pisa e conservati a -20 °C fino al momento 
dell'analisi. I campioni analizzati sono riassunti nella Tab. 3.1. 
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 Controllo Commerciale Secco Liofilizzato Microonde 
Castagno 2014 C14C - - C14L C14M 
Castagno 2015 C15C - C15S C15L C15M 
Salice 2015 S15C S15CM S15S S15L S15M 
 
Tabella 3.1: Campioni di polline d'api analizzati. 
 
 
3.2 Analisi microbiologiche effettuate  
I campioni di polline d'api sono stati analizzati al fine di ricercare i microrganismi 
indicatori di sicurezza e qualità microbiologica del polline. In particolare, sono 
stati ricercati e quantificati i batteri mesofili aerobi, i batteri della famiglia 
Enterobacteriaceae, le muffe, i lieviti, i batteri coagulasi-positivi del genere 
Staphylococcus e i batteri sporigeni dei generi Bacillus e Clostridium. Inoltre, nei 
campioni considerati, è stata valutata l'eventuale presenza di batteri patogeni del 
genere Salmonella e della specie Escherichia coli. 
Per effettuare tali analisi sono stati utilizzati mezzi di coltura selettivi e/o 
differenziali; I terreni, in forma disidratata, sono stati reidratati con acqua 
deionizzata e sterilizzati seguendo le istruzioni indicate in etichetta riportati dalla 
ditta produttrice. In alcuni mezzi colturali dopo la sterilizzazione sono stati 
aggiunti i relativi supplementi. Dopo la sterilizzazione sono stati disposti in 
piastre Petri in condizioni di sterilità. I mezzi impiegati per l'analisi dei 
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Microrganismi Terreno di coltura 
Mesofili aerobi Plate Count Agar (PCA) 
Enterobacteriaceae Violet Red Bile Glucose Agar (VRBGA) 
Staphylococcus coagulasi + Baird Parker Agar (BPA) 
Muffe Oxytetracycline Glucose Yeast extract Agar (OGYA) 
Lieviti OGYA 
E.coli Tryptone Bile X-glucuronide (TBX) 
Clostridi solfito-riduttori Iron Sulphite Agar (ISA) 
Bacilli sporigeni Tryptone Soya Agar (TSA) 
Salmonella spp. Xylose Lysine Desoxycholate Agar (XLD) 
 
Tabella 3.2: Mezzi colturali utilizzati per la ricerca dei relativi microrganismi. 
 
Per tutte le analisi, i campioni di polline sono stati omogeneizzati in buste di 
plastica sterili per 30 secondi a velocità media in Stomacher (Stomacher 400 
Laboratory Blender) utilizzando come diluente acqua peptonata tamponata, 
tioglicollato o MMGB a seconda dei microrganismi ricercati. Gli omogenati sono 
stati preparati in modo da ottenere una diluizione 1:10 del campione (diluizione 
10-1). 
Per alcune analisi è stato necessario operare delle diluizioni seriali degli 
omogenati.  Per l’allestimento delle diluizioni seriali 1 ml di omogenato è stato 
diluito in una provetta contenente 9 ml di H2O peptonata tamponata come diluente 
operando una diluizione 1:10 (diluizione 10-2). La provetta é stata agitata su 
vortex per 15 secondi a velocità media in modo da assicurare 
un’omogeneizzazione del campione. In caso di necessità, da questa prima 
diluizione è stato prelevato 1 ml di sospensione diluita ed è stata trasferita nella 
successiva provetta contenente altri 9 ml di diluente (diluizione 10-3). Ciascun 
campione è stato analizzato in triplicato e per ogni diluizione sono state seminate 
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tre piastre replica. 
 
3.2.1 Ricerca dei batteri mesofili aerobi 
Per la ricerca dei batteri mesofili aerobi il polline è stato omogeneizzato con 
acqua peptonata tamponata. Per i campioni di controllo sono state effettuate due 
diluizioni seriali dell'omogenato (10-2 e 10-3) mentre per i trattati solo una (10-2). I 
campioni diluiti sono stati utilizzati per l’inoculo di 0.1 ml su piastre di PCA 
(mezzo non selettivo) mediante semina per spatolamento in superficie. Dopo la 
semina le piastre sono state incubate a 28°C per 48h per verificare la crescita dei 
batteri mesofili che crescono con colonie giallastre o biancastre. Dopo 
l'incubazione, le piastre sono state sottoposte alla conta delle colonie sviluppatesi. 
La composizione dei mezzi utilizzati è riportata nella Tab. 3.3. 
 
















121°C per 15 
min. 
 














Tabella 3.3: Composizione dei mezzi colturali utilizzati per la ricerca dei batteri mesofili aerobi, 
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3.2.2 Ricerca dei batteri della famiglia delle Enterobacteriaceae 
Per la ricerca degli Enterobatteri il polline è stato omogeneizzato con acqua 
peptonata tamponata. Per i campioni di controllo è stata effettuata una sola 
diluizione dell'omogenato (10-2) mentre per i trattati è stato utilizzato l'omogenato 
tal quale (10-1). I campioni diluiti sono stati utilizzati per l’inoculo di 0.1 ml su 
piastre di VRBGA (mezzo selettivo) mediante semina per spatolamento in 
superficie. Dopo la semina le piastre sono state incubate a 37°C per 48h; su questo 
terrreno gli Enterobatteri crescono con colonie lucide di color violetto. Terminato 
il periodo d'incubazione, le piastre sono state sottoposte alla conta delle colonie 
sviluppatesi. La composizione dei mezzi utilizzati è riportata nella Tab. 3.4 (per 
l'acqua peptonata tamponata, si veda Tab. 3.3). 
 





























Tabella 3.4: Composizione del mezzo colturale utilizzato per la ricerca degli Enterobatteri, per 
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3.2.3 Ricerca delle muffe e lieviti 
Per la ricerca delle muffe e dei lieviti il polline è stato omogeneizzato con acqua 
peptonata tamponata. Per i campioni di controllo sono stata effettuate due 
diluizioni seriali dell'omogenato (10-2 e 10-3) mentre per i trattati è stata effettuata 
una sola diluizione (10-2). I campioni diluiti sono stati utilizzati per l’inoculo di 
0.1 ml su piastre di OGYA (mezzo selettivo) mediante semina per spatolamento 
in superficie. Dopo la semina le piastre sono state incubate a 25°C per 72h; i 
lieviti sono distinguibili dalle muffe in quanto presentano colonie bianche, 
tondeggianti e lucide. Terminato il periodo d'incubazione, le piastre sono state 
sottoposte alla conta delle muffe e dei lieviti che si sono sviluppati. La 
composizione dei mezzi utilizzati è riportata nella Tab. 3.5 (per l'acqua peptonata 
tamponata, si veda Tab.3.3). 
 




















Tabella 3.5: Composizione del mezzo colturale utilizzato per la ricerca delle muffe e dei lieviti, 
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3.2.4 Ricerca degli Stafilococchi coagulasi-positivi 
Per la ricerca degli Stafilococchi coagulasi-positivi il polline è stato 
omogeneizzato con acqua peptonata tamponata. Per i campioni di controllo è stata 
effettuata una sola diluizione dell'omogenato (10-2) mentre per i trattati è stato 
utilizzato l'omogenato tal quale (10-1). I campioni diluiti sono stati utilizzati per 
l’inoculo di 0.1 ml su piastre di BPA (mezzo selettivo) mediante semina per 
spatolamento in superficie. Dopo la semina le piastre sono state incubate a 37°C 
per 48h; per verificare la crescita degli Stafilococchi coagulasi-positivi che 
crescono con colonie nere e brillanti. Terminato il periodo d'incubazione, le 
piastre sono state sottoposte alla conta delle colonie sviluppatesi. La 
composizione dei mezzi utilizzati è riportata nella Tab. 3.6 (per l'acqua peptonata 
tamponata, si veda Tab. 3.3). 
 




   Glicina 
   Peptone C2 
   Sodio piruvato 
   Estratto carne 
   Litio cloruro 
   Estratto lievito 
   Agar 
 





















Tabella 3.6: Composizione del mezzo colturale utilizzato per la ricerca delle muffe e dei lieviti, 
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3.2.5 Ricerca dei bacilli sporigeni 
Per la ricerca dei bacilli sporigeni il polline è stato omogeneizzato con acqua 
peptonata tamponata. Da ogni omogenato è stata prelevata un'aliquota di 1 ml, 
posta in un'eppendorf e trattata termicamente a 80°C per 10 minuti, in modo da 
eliminare le forme vegetative eventualmente presenti e mantenere le spore. E' 
stata poi eseguita la semina per spatolamento in superficie su piastre di TSA 
(terreno selettivo) utilizzando 0,1 ml dell'aliquota trattata per ciascuna piastra. 
Dopo la semina le piastre sono state incubate a 30°C per 24h per verificare la 
crescita dei bacilli sporigeni che si presentano con colonie biancastre. Terminato 
il periodo d'incubazione, è stata effettuata la conta delle colonie sviluppatesi. La 
composizione dei mezzi utilizzati è riportata nella Tab. 3.7 (per l'acqua peptonata 
tamponata, si veda Tab. 3.3). 
 


















Tabella 3.7: Composizione dei mezzi colturali utilizzati per la ricerca dei i batteri mesofili aerobi, 
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3.2.6 Ricerca dei clostridi solfito-riduttori 
Per la ricerca dei clostridi solfito-riduttori il polline è stato omogeneizzato con 
tioglicollato fluido. Da ogni omogenato è stata prelevata un'aliquota di 1 ml, posta 
in un'eppendorf e trattata termicamente a 80°C per 10 minuti, in modo da 
eliminare le forme vegetative eventualmente presenti. E' stata poi eseguita la 
semina per inclusione: ogni aliquota trattata è stata trasferita in una piastra Petri 
vuota e poi ricoperta con 12 ml di terreno selettivo ISA e lasciata solidificare; una 
volta asciutta, la piastre è stata ricoperta con altri 8 ml di ISA. Ad operazione 
conclusa, le piastre sono state sistemate in una giara in condizioni di anaerobiosi e 
sono state incubate a 30°C per 24h per verificare la crescita dei clostridi che si 
presentano come colonie nere. Terminato il periodo d'incubazione, le piastre sono 
state sottoposte alla conta delle colonie sviluppatesi. La composizione dei mezzi 
utilizzati è riportata nella Tab. 3.8. 
 











































Tabella 3.8: Composizione del mezzo colturale utilizzato per la ricerca dei clostridi solfito-
riduttori, per litro di acqua deionizzata. 
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3.2.7 Ricerca di Salmonella spp. 
Per verificare l’assenza di batteri del genere Salmonella, è stato preparato un pre-
arricchimento omogeneizzando il polline in acqua peptonata tamponata. Il pre-
arricchimento è stato incubato a 37°C per 24h; successivamente 0,1 ml di pre-
arricchimento sono stati inoculati in una beuta contenente 10 ml di Rappaport-
Vassiliadis Soy Broth incubata a 41°C per 24h in agitazione, per un secondo 
arricchimento. Dalla beuta sono stati effettuati tre strisci su tre piastre Petri con 
mezzo cromogenico XLD e la lettura è stata effettuata dopo incubazione a 35°C 
per 24h: le salmonelle su questo mezzo crescono come colonie di colore nero. La 
composizione dei mezzi utilizzati è riportata nella Tab. 3.9 (per l'acqua peptonata 
tamponata, si veda Tab. 3.3). 
 



































Tabella 3.9: Composizione del mezzo colturale utilizzato per la ricerca di Salmonella spp., per 
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3.2.8 Ricerca di Escherichia coli 
Per verificare l’assenza di Escherichia coli è stato preparato un pre-arricchimento 
omogeneizzando il polline in Minerals Modified Glutamate Broth (MMGB); 
l'omogenato è stato trasferito in una provetta Falcon sterile e incubato a 37°C per 
24h. Dopo incubazione, dalla provetta è stato effettuato uno striscio su mezzo 
cromogenico TBX e la lettura è stata effettuata dopo incubazione a 44°C per 24h: 
E. coli su questo mezzo cresce con colonie di colore verde. La composizione dei 
mezzi utilizzati è riportata nella Tab. 3.10. 
 





Glutammato di sodio 
Fosfato dipotassico 
Formato di sodio 




Ammonio citrato ferrico 
Cloruro di calcio deidrato 
Tiamina 
Acido nicotinico 
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3.3 Analisi statistica 
I dati relativi alle conte microbiche effettuate espressi in UFC/g sono stati 
sottoposti all'analisi statistica. In particolare, i dati relativi al polline di castagno 
2014 e al polline di castagno 2015 sono stati sottoposti sia all’analisi della 
varianza a un fattore di classificazione (one-way ANOVA) considerando come 
fattore variabile il trattamento di conservazione effettuato, sia all’analisi della 
varianza a due fattori di classificazione (two-way ANOVA) considerando come 
fattori variabili sia il trattamento di conservazione effettuato sia i diversi anni di 
campionamento. Le medie sono state comparate mediante il Test di Tukey 
(p<0.05). I dati relativi al polline di salice 2015 sono stati sottoposti ad un test non 
parametrico (test Kruskal-Wallis) in quanto la normalità e l'omogeneità della 
varianza non rispettavano le assunzioni dell'ANOVA. Per tutte le analisi è stato 
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4. RISULTATI E DISCUSSIONE 
	  
Nell'ambito della presente tesi sono state effettuate delle analisi microbiologiche 
del polline d'api sottoposto a diversi trattamenti di conservazione con lo scopo di 
valutare l'effetto di questi trattamenti sui microrganismi indicatori di qualità e 
sicurezza alimentare. In particolare, per studiare l'effetto dei diversi trattamenti di 
conservazione sui microrganismi indicatori di qualità, sono stati ricercati e 
quantificati i batteri mesofili aerobi, gli enterobatteri, le muffe e i lieviti. Per 
quanto riguarda i microrganismi indicatori di sicurezza alimentare, sono stati 
ricercati e quantificati i clostridi solfito-riduttori, i bacilli sporigeni e gli 
stafilococchi coagulasi-positivi. Infine, è stata valutata la presenza dei batteri 
appartenenti alla specie E. coli e i batteri del genere Salmonella. 
 	  
4.1 Effetto dei diversi trattamenti di conservazione del polline 
d'api sui microrganismi indicatori di qualità alimentare 
I grafici dei valori medi, espressi in Log UFC/g, e i relativi errori standard delle 
cariche microbiche dei microrganismi indicatori di qualità alimentare ricercati nei 
campioni di polline di castagno dell'anno 2014 trattati e non mediante 
liofilizzazione e microonde, sono riportati in Fig. 4.1. 	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Figura 4.1: Carica microbica media espressa in Log UFC/g dei microrganismi indicatori di qualità 
alimentare del polline di castagno dell'anno 2014. Le barre verticali indicano l'errore standard. 	  	  
Dai risultati dell’analisi microbiologica effettuata sul campione di polline di 
controllo, è stato possibile evidenziare la presenza di 6,04 Log UFC/g batteri 
mesofili aerobi, di 5,71 Log UFC/g enterobatteri e di 4,52 e 4,21 Log UFC/g 
lieviti e funghi rispettivamente.  
Considerando le linee guida per la qualità microbiologica del polline d'api 
proposte in letteratura, sia la carica coltivabile dei batteri mesofili sia quella degli 
enterobatteri del campione di controllo risultano superiori ai parametri stabiliti, 5 
e 2 Log UFC/g rispettivamente. La carica coltivabile delle muffe e dei lieviti del 
campione di controllo, invece, risulta inferiore rispetto al parametro stabilito (4,70 
Log UFC/g). 
Dai risultati dell’analisi microbiologica effettuata sui campioni di polline 
liofilizzato e trattato con microonde, è stato possibile evidenziare una debole 
diminuzione della carica dei batteri mesofili aerobi in entrambi i campioni trattati 
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risultati ottenuti evidenziano una marcata riduzione della carica microbica 
coltivabile da 4,53 Log UFC/g a 2,04 Log UFC/g nel campione trattato a 
microonde e 2,94 Log UFC/g nel campione liofilizzato rispetto al controllo.  
I risultati ottenuti relativi alla carica coltivabile dei lieviti e muffe ritrovati nei 
controlli e nei trattati, microonde e liofilizzato, evidenziano una riduzione della 
carica nel campione trattato mediante liofilizzazione per entrambi i gruppi 
microbici analizzati. 
Allo scopo di valutare la significatività statistica delle differenze ritrovate, i dati 
sono stati sottoposti all'analisi statistica ANOVA ad una via considerando come 
fattore variabile il trattamento di conservazione effettuato. I risultati dell'analisi 




 Trattamento  Mesofili aerobi Enterobatteri Lieviti Muffe 
 
Controllo 6,04±0,46 a 4,55±0,12 b 4,52±0,14 b 4,21±0,03 b 
Liofilizzato 5,71±0,60 a 2,04±0,27 a 3,70±0,58 a 3,70±0,06 a 
Microonde 5,75±0,63 a 2,94±0,18 a 4,40±0,11 b 4,39±0,06 b 
     
ANOVA ns 0.115 <0.001 <0.001 <0.001 
 
Tabella 4.1: Risultati dell'ANOVA a una via considerando come fattore variabile il trattamento di 
conservazione effettuato. I valori indicano la media delle conte della carica microbica espressa in 
Log UFC/g ± l'errore standard. A lettere diverse corrispondono valori significativamente diversi 
(P<0,05). 
 
Dai risultati ottenuti, per quanto riguarda gli enterobatteri, sia il campione 
liofilizzato che il campione trattato a microonde mostrano una riduzione 
significativa della carica microbica rispetto al controllo. Per quanto riguarda 
invece le muffe e i lieviti, solo il campione liofilizzato mostra una riduzione 
significativa della carica microbica rispetto al controllo. La liofilizzazione ha 
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ridotto significativamente la carica coltivabile degli enterobatteri, delle muffe e 
dei lieviti nel campione di controllo del castagno 2014. 
I risultati della caratterizzazione biochimica, svolta nell'ambito di un precedente 
lavoro di tesi (Vullo, 2015), hanno mostrato come il campione liofilizzato di 
polline di castagno 2014 presenti un contenuto di prolina uguale a quello del 
campione di controllo, un rapporto tra prolina e amminoacidi liberi al di sotto del 
65% e un contenuto di rutina uguale a quello del controllo. Tali parametri 
evidenziano come il trattamento di liofilizzazione permetta di mantenere 
inalterato l'alto valore biologico del polline di castagno 2014.  
Considerando le linee guida per la qualità microbiologica del polline d'api 
proposte in letteratura, il trattamento di liofilizzazione ha permesso una riduzione 
del 55,16% della carica microbica coltivabile degli enterobatteri presenti nel 
controllo (da 4,53 Log UFC/g del controllo a 2,04 Log UFC/g del liofilizzato) 
portando la carica coltivabile di tali microrganismi nel campione liofilizzato al 
limite del parametro stabilito per gli enterobatteri (2 Log UFC/g). 
L'elevata carica coltivabile degli enterobatteri e dei batteri mesofili aerobi 
ritrovata nel campione di controllo del castagno 2014 è in accordo con i dati 
riportati in altri studi. 
Valori elevati della carica coltivabile degli enterobatteri e dei batteri mesofili 
aerobi, nell'ordine di 3,00-5,47 Log UFC/g e 3,00-5,80 Log UFC/g 
rispettivamente, sono stati ritrovati in uno studio condotto su campioni di polline 
non trattato di origine algerina (Belhadj et al., 2012). Altri autori hanno 
evidenziato la presenza degli enterobatteri in due campioni di polline prelevati 
direttamente da due diversi apiari della provincia di Grosseto, con cariche di 3,97 
Log UFC/g e 4,3 Log UFC/g rispettivamente. Tali autori hanno ipotizzato che una 
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contaminazione del polline da parte di questi microrganismi potrebbe essere 
riconducibile alle api, che vengono a contatto con gli enterobatteri prelevando 
l'acqua da fonti contaminate (es. acque d'irrigazione e allevamenti). Negli stessi 
campioni, le muffe invece sono state ritrovate con una carica coltivabile superiore 
rispetto a quella ritrovata nel campione di controllo di castagno 2014, con cariche 
di 6,61 e 6,63 Log UFC/g (Relazione finale Progetto misura 124 PSR 2007-
2013 della Regione Toscana, "Innovazione nelle tecniche di raccolta e 
lavorazione del polline"). 
 
I grafici dei valori medi, espressi in Log UFC/g, e i relativi errori standard delle 
cariche microbiche dei microrganismi indicatori di qualità alimentare ricercati nel 
polline di castagno dell'anno 2015 trattati e non mediante liofilizzazione, 
microonde e disidratazione con aria calda, sono riportati in Fig. 4.2. 
 
 
Figura 4.2: Carica microbica media espressa in Log UFC/g dei microrganismi indicatori di qualità 
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Dai risultati dell’analisi microbiologica effettuata sul campione di polline di 
controllo è stato possibile evidenziare la presenza di 6,28 Log UFC/g batteri 
mesofili aerobi, di 4,10 Log UFC/g enterobatteri e di 4,04 e 4,70 Log UFC/g 
lieviti e funghi rispettivamente.  
La carica coltivabile dei batteri mesofili e degli enterobatteri evidenziata nel 
campione di controllo risulta superiore ai parametri standard, quella dei lieviti 
risulta inferiore, mentre quella relativa alle muffe è al limite del parametro 
stabilito.  
Dai risultati dell’analisi microbiologica effettuata sul campione di polline 
liofilizzato, quello trattato con microonde e quello disidratato con aria calda, è 
stato possibile evidenziare una marcata diminuzione della carica coltivabile da 
6,28 Log UFC/g a 3,95 Log UFC/g dei batteri mesofili aerobi nel campione secco 
rispetto al controllo mentre, nel campione trattato a microonde, è stato possibile 
evidenziare una più lieve diminuzione della carica coltivabile da 6,28 a 5,74 Log 
UFC/g rispetto al controllo. Per quanto riguarda gli enterobatteri, i risultati 
ottenuti evidenziano la riduzione di tali microrganismi al di sotto del limite di 
rilevabilità nel campione secco.  I risultati ottenuti relativi alla carica coltivabile di 
lieviti e muffe ritrovati nei controlli e nei campioni liofilizzati, disidratati e trattati 
a microonde, evidenziano una riduzione della carica coltivabile nel campione 
trattato mediante disidratazione per entrambi i gruppi microbici analizzati. Per 
quanto riguarda i lieviti, inoltre, il campione liofilizzato mostra una carica 
coltivabile leggermente inferiore rispetto al controllo. 
Allo scopo di valutare la significatività statistica delle differenze ritrovate, i dati 
sono stati sottoposti all'analisi statistica ANOVA ad una via considerando come 
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fattore variabile il trattamento di conservazione effettuato. I risultati dell'analisi 
statistica sono riportati in Tab. 4.2. 
 
CASTAGNO 2015 
 Trattamento  Mesofili aerobi Enterobatteri Lieviti Muffe 
 
Controllo 6,28±0,02 c 4,10±0,04 c 4,04±0,04 b 4,70±0,04 c  
Liofilizzato 6,25±0,04 c  3,83±0,06 b 3,90±0,07 b  4,55±0,02 b  
Secco 3,95±0,01 a 0,00±0,00 a 2,12±0,08 a 4,15±0,04 a 
 Microonde 5,74±0,02 b 3,92±0,04 bc 4,13±0,06 b 4,74±0,04 c 
      
ANOVA <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 
 
Tabella 4.2: Risultati dell'ANOVA a una via considerando come fattore variabile il trattamento di 
conservazione effettuato.I valori indicano la media delle conte della carica microbica espressa in 
Log UFC/g ± l'errore standard. A lettere diverse corrispondono valori significativamente diversi 
(P<0,05). 
 
Dai risultati ottenuti, per quanto riguarda i batteri mesofili aerobi, sia il campione 
secco sia quello trattato a microonde mostrano una riduzione significativa della 
carica microbica coltivabile rispetto al controllo. Per quanto riguarda gli 
enterobatteri, sia il campione secco che quello liofilizzato mostrano una riduzione 
significativa della carica microbica coltivabile rispetto al controllo. 
Per quanto riguarda i lieviti, solo il campione secco mostra una carica coltivabile 
significativamente inferiore rispetto al controllo, mentre per quanto riguarda le 
muffe sia il campione secco che il campione liofilizzato mostrano una carica 
coltivabile significativamente inferiore rispetto al controllo. Per i lieviti, in 
particolare, i risultati mostrano una diminuzione del 47,52% della carica 
coltivabile del campione secco rispetto al controllo. Il trattamento di 
disidratazione ha permesso una diminuzione significativa della carica coltivabile 
di tutti i microrganismi indicatori di qualità nel controllo del castagno 2015.  
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Considerando le linee guida per la qualità microbiologica del polline d'api 
proposte in letteratura, il trattamento di disidratazione con aria calda ha permesso 
di ridurre la carica microbica coltivabile dei batteri mesofili aerobi del 37,10% e 
quella delle muffe dell'11,70%. Nel campione secco, infatti, i mesofili aerobi sono 
presenti con una carica coltivabile di 3,95 Log UFC/g e le muffe con una carica di 
4,15 Log UFC/g, valori che rendono il campione conforme agli standard per tali 
microrganismi. Tale trattamento ha permesso inoltre di rendere non più rilevabile 
la carica coltivabile degli enterobatteri. 
Dai risultati ottenuti è possibile notare come, anche nell'anno 2015, i campioni di 
controllo di castagno presentano una carica coltivabile elevata per tutti i gruppi 
microbici considerati. L'efficacia del trattamento di disidratazione nel ridurre la 
carica coltivabile di tutti i microrganismi considerati è dovuta, probabilmente, al 
basso valore di umidità relativa (U.R.) (circa 5%) raggiunto nella matrice dopo il 
trattamento: un contenuto di U.R. del 4-8% permette di abbassare l'aw a valori che 
limitano la proliferazione della popolazione microbica di molti microrganismi 
(Estevinho et al., 2012; Bonvehi e Jorda, 1997). La liofilizzazione non ha avuto 
alcun effetto sulla carica coltivabile dei batteri mesofili aerobi e ciò è in accordo 
con quanto riportato da De-Melo et al. (2016). I risultati di questo studio, infatti, 
evidenziavano che il trattamento di liofilizzazione condotto a -40 °C per 18 h non 
influenzava in modo statisticamente significativo la carica mesofila coltivabile nei 
campioni di polline analizzati. 
 
Per valutare l'influenza del trattamento di conservazione e dell'anno di raccolta sui 
microrganismi indicatori di qualità alimentare del polline di castagno dell'anno 
2014 e dell'anno 2015, i valori relativi ai Log UFC/g di polline sono state 
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 Trattamento  Mesofili aerobi Enterobatteri Lieviti Muffe 
2014 
Controllo 6,04±0,46 ab 4,55±0,12 c 4,52±0,14 d 4,21±0,03 b 
Liofilizzato 5,71±0,60 a 2,04±0,27 a 3,70±0,58 a 3,70±0,06 a 
Microonde 5,75±0,63 a 2,94±0,18 a 4,40±0,11 cd 4,39±0,06 bc 
 Controllo 6,28±0,02 b 4,10±0,04 b 4,04±0,04 abc 4,70±0,04 de 
2015 Liofilizzato 6,25±0,04 b 3,83±0,06 b 3,90±0,07 ab 4,55±0,02 cd 
 Microonde 5,74±0,02 a 3,92±0,04 b 4,13±0,06 bcd 4,74±0,04 e 
ANOVA     
Anno 0.001 <0.001 <0.001 <0.001 
Trattamento 0.001 0.005 0.036 <0.001 
Anno* Trattamento 0.009 <0.001 0.003 <0.001 
 
Tabella 4.4: Risultati dell'ANOVA a due vie considerando come fattori variabili sia il trattamento 
di conservazione effettuato che l'anno di raccolta. I valori indicano la media delle conte della 
carica microbica espressa in Log UFC/g ± l'errore standard. A lettere diverse corrispondono valori 
significativamente diversi (P<0,05). 
 
Dai risultati ottenuti dall'analisi statistica è stato possibile evidenziare che sia 
l'anno, sia il trattamento che la loro interazione, hanno avuto un effetto 
statisticamente significativo sulla popolazione microbica di tutti i microrganismi 
indicatori di qualità alimentare considerati. 
Per quanto riguarda i batteri mesofili aerobi, i risultati evidenziano come il 
campione liofilizzato del 2014 mostri una carica coltivabile significativamente 
inferiore rispetto a quella del controllo e del campione liofilizzato dell'anno 
successivo mentre il campione trattato a microonde del 2014 presenti una 
riduzione significativa della carica coltivabile rispetto a quella del controllo e del 
campione liofilizzato del 2015. Considerando gli enterobatteri, la carica 
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coltivabile del campione di controllo del 2014 è significativamente superiore 
rispetto a tutti i campioni dell'anno successivo. I risultati mostrano come sia il 
campione liofilizzato che il campione trattato a microonde del 2014 mostrano un 
incremento significativo della carica coltivabile rispetto a tutti i campioni del 
2015. Per quanto riguarda invece i lieviti, dai risultati è possibile evidenziare che 
la carica coltivabile del campione liofilizzato dell'anno 2014 è significativamente 
inferiore rispetto a quella del campione trattato a microonde dell'anno successivo 
mentre il campione trattato a microonde dell'anno 2014 presenta un incremento 
significativo della carica coltivabile rispetto a quella del campione liofilizzato del 
2015. La carica microbica coltivabile del controllo del 2014 è significativamente 
superiore rispetto a quella del controllo e del campione liofilizzato dell'anno 
successivo. Per quanto riguarda invece le muffe, la carica microbica del controllo 
e del liofilizzato dell'anno 2014 mostra una diminuzione significativa della carica 
coltivabile rispetto a tutti i campioni del 2015. Infine, il campione trattato a 
microonde del 2014 ha mostrato una carica significativamente inferiore rispetto a 
quella del controllo e del campione trattato a microonde dell'anno successivo. 
 
I grafici dei valori medi, espressi in Log UFC/g, e i relativi errori standard delle 
cariche microbiche dei microrganismi indicatori di qualità alimentare ricercati nel 
polline di salice dell'anno 2015 trattati e non mediante liofilizzazione, microonde 
e disidratazione con aria calda sono riportati in Fig. 4.3. 
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Figura 4.3: Carica microbica media espressa in Log UFC/g dei microrganismi indicatori di qualità 
alimentare del polline di salice dell'anno 2015. Le barre verticali indicano l'errore standard. 
 
 
Dai risultati dell’analisi microbiologica effettuata sul campione di polline di 
controllo è stato possibile evidenziare la presenza di 5,09 Log UFC/g batteri 
mesofili aerobi, di 1,09 Log UFC/g enterobatteri e di 4,75 e 3,90 Log UFC/g 
lieviti e funghi rispettivamente.  
La carica coltivabile dei batteri mesofili e lieviti evidenziata nel campione di 
controllo risulta superiore ai parametri standard mentre quella relativa agli 
enterobatteri e alle muffe risulta invece inferiore.  
Dai risultati dell’analisi microbiologica effettuata sui campioni di polline 
liofilizzato, trattato con microonde e disidratato con aria calda, è stato possibile 
evidenziare una diminuzione da 5,09 Log UFC/g a 4,43 Log UFC/g dei batteri 
mesofili aerobi nel campione secco rispetto al controllo mentre nel campione 
liofilizzato e nel campione commerciale è stato possibile evidenziare un lieve 
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enterobatteri, i risultati ottenuti evidenziano la non rilevabilità di tali 
microrganismi nel campione secco, mentre nei campioni trattati la carica 
coltivabile risulta superiore rispetto al controllo. I risultati ottenuti relativi ai 
lieviti evidenziano una marcata riduzione della carica coltivabile da 4,75 Log 
UFC/g e 2,38 Log UFC/g nel campione secco rispetto al controllo. Per quanto 
riguarda le muffe invece i risultati ottenuti non evidenziano riduzioni della carica 
coltivabile nei campioni trattati rispetto al controllo. 
Allo scopo di valutare la significatività statistica delle differenze ritrovate, i dati 
sono stati sottoposti all'analisi statistica ANOVA ad una via considerando come 
fattore variabile il trattamento di conservazione effettuato. I risultati dell'analisi 




 Trattamento  Mesofili aerobi Enterobatteri Lieviti Muffe 
 
Liofilizzato 5.26±0.04 b 3.36±0.14 c  4.84±0.04 b 3.85±0.07 a 
Secco 4.43±0.10 a  0.00±0.00 a 2.38±0.60 a 3.88±0.08 a 
Commerciale 5.29±0.05 ab 1.43±0.57 abc 4.57±0.07 ab  3.92±0.07 a 
 Controllo 5.09±0.02 ab 1.09±0.54 ab 4.75±0.11 b 3.90±0.07 a 
 Microonde 5.01±0.04 a 2.42±0.46 bc 4.71±0.02 b 3.98±0.04 a 
 
Tabella 4.3: Risultati del test non parametrico di Kruskal-Wallis H considerando come fattore 
variabile il trattamento di conservazione effettuato. I valori indicano la media delle conte della 
carica microbica espressa in Log UFC/g ± l'errore standard. A lettere diverse corrispondono valori 
significativamente diversi (P<0,05). 
 
Per quanto riguarda i lieviti i risultati dell'analisi statistica hanno evidenziato nel 
campione secco una carica significativamente inferiore rispetto al controllo, 
mentre per quanto riguarda gli enterobatteri, il campione secco mostra l'assenza di 
tali microrganismi. Il trattamento di disidratazione del polline di salice 2015 ha 
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diminuito significativamente la carica coltivabile di tutti i microrganismi 
indicatori di qualità tranne per quanto riguarda le muffe.  
I risultati della caratterizzazione biochimica, svolta nell'ambito di un precedente 
lavoro di tesi (Vullo, 2015), hanno evidenziato come il campione secco del 
polline di salice 2015 presenti un contenuto di prolina più alto rispetto a quello 
evidenziato nel campione di controllo e ciò è dovuto alle alte temperature 
utilizzate nel trattamento. Nello stesso campione è stato riscontrato un contenuto 
di amminoacidi liberi maggiore del 2,5%, un rapporto tra prolina e amminoacidi 
liberi al di sotto del 65% e un contenuto di rutina uguale a quello del controllo. Il 
campione secco mostra, inoltre, una riduzione del contenuto di fenoli rispetto al 
campione di controllo. Il rapporto tra prolina e amminoacidi liberi (61,5%) rimane 
comunque al di sotto della soglia massima del 65% nonostante l'alto contenuto in 
prolina. Il trattamento di disidratazione risulta quindi più aggressivo rispetto alla 
liofilizzazione e ciò è confermato dalla riduzione del contenuto dei fenoli nel 
campione secco, dovuto probabilmente all'impiego di temperature più alte durante 
il processo (Vullo, 2015). 
Considerando le linee guida per la qualità microbiologica del polline d'api 
proposte in letteratura, il trattamento di disidratazione con aria calda ha permesso 
di ridurre la carica coltivabile dei batteri mesofili aerobi del 12,96% rispetto al 
controllo. Tale decremento ha permesso quindi di portare la carica coltivabile di 
tali microrganismi nel campione secco ad un valore di 4,43 Log UFC/g, che 
risulta inferiore al parametro stabilito per i batteri mesofili aerobi (5 Log UFC/g). 
La disidratazione, inoltre, ha permesso di ridurre la carica microbica coltivabile 
dei lieviti del 49,89% (da 4,75 Log UFC/g del controllo a 2,38 Log UFC/g del 
campione secco) rendendo il campione secco conforme al parametro stabilito per 
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tali microrganismi (4,70 Log UFC/g). Il trattamento di disidratazione ha permesso 
inoltre di rendere non più rilevabile la carica coltivabile degli enterobatteri. 
I dati ottenuti relativi alla carica coltivabile delle muffe nel campione secco del 
polline di salice dell'anno 2015 mostrano che il trattamento di disidratazione non 
ha avuto alcun effetto su tali microrganismi e ciò è in disaccordo con quanto 
affermato da Stanley e Linskens (1974). Tali autori, infatti, riportano che il 
trattamento del polline mediante disidratazione con aria calda fino al 
raggiungimento di un U.R. del 5-8% lo protegge dalla contaminazione fungina.  
L'origine della contaminazione fungina può essere ambientale o provenire dalle 
api (covata affetta da micosi). Alcuni accorgimenti di carattere pratico potrebbero 
ridurre la carica fungina iniziale, come ad esempio la raccolta con maggiore 
frequenza (<72 h) in modo da evitare l'accumulo di polline nelle trappole, nonché 
l'esclusione dalla produzione di alveari affetti da covata calcificata (Relazione 
finale Progetto misura 124 PSR 2007-2013 della Regione Toscana, "Innovazione 
nelle tecniche di raccolta e lavorazione del polline"). 
 
4.2 Effetto dei diversi trattamenti di conservazione del polline 
d'api sui microrganismi indicatori di sicurezza alimentare 
Per quanto riguarda i microrganismi indicatori di sicurezza alimentare, la semina 
del campione tal quale ha evidenziato, in tutti i campioni considerati, la crescita di 
poche colonie di stafilococchi coagulasi-positivi, di bacilli sporigeni e di clostridi 
solfito-riduttori. I grafici dei valori medi, espressi in Log UFC/g, e i relativi errori 
standard delle cariche microbiche dei microrganismi indicatori di sicurezza 
alimentare ricercati nel polline di castagno dell'anno 2014 trattati e non mediante 
liofilizzazione e microonde sono riportati in Fig. 4.4. 
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Figura 4.4: Carica microbica media espressa in Log UFC/g dei microrganismi indicatori di 
sicurezza alimentare del polline di castagno 2014. Le barre verticali indicano l'errore standard. 
 
Dai risultati dell’analisi microbiologica effettuata sul campione di polline di 
controllo è stato possibile rilevare la presenza di 3,06 Log UFC/g stafilococchi 
coagulasi-positivi, di 4,14 Log UFC/g bacilli sporigeni e di 1,4 Log UFC/g 
clostridi solfito-riduttori. I risultati ottenuti mostrano l'assenza di E. coli e 
Salmonella in 1 e 10 g di polline del campione di controllo, rispettivamente.  
Considerando gli standard microbiologici relativi alla sicurezza alimentare del 
polline d'api, dai risultati ottenuti è possibile evidenziare che il campione di 
controllo soddisfa i requisiti per E. coli e Salmonella, che devono risultare assenti 
in 1 g e 10 g di polline rispettivamente. 
Dai risultati dell’analisi microbiologica effettuata sul campione di polline 
liofilizzato e su quello trattato con microonde è stato possibile evidenziare una 
diminuzione della carica coltivabile di tutti i microrganismi analizzati nel 
campione liofilizzato rispetto al controllo. In particolare, i risultati mostrano una 
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positivi (da 3,06 a 1,81 Log UFC/g), una diminuzione del 43% della carica 
coltivabile dei bacilli sporigeni (da 4,14 a 2,36 Log UFC/g) e una diminuzione da 
1,40 a 1,14 Log UFC/g della carica coltivabile dei clostridi solfito-riduttori nel 
campione liofilizzato rispetto al controllo. I campioni trattati a microonde 
evidenziano una marcata diminuzione del 91,50% (da 3,06 a 0,26 Log UFC/g) e 
del 75,84% (da 4,14 a 1 Log UFC/g) della carica coltivabile degli stafilococchi 
coagulasi-positivi e dei bacilli sporigeni rispettivamente rispetto al controllo. 
I risultati ottenuti evidenziano inoltre l'assenza di E. coli in 1 g di campione di 
polline liofilizzato e di quello trattato a microonde, mentre i batteri del genere 
Salmonella sono risultati assenti in 10 g del campione liofilizzato e 1 g del 
campione trattato a microonde. Dai risultati ottenuti si evidenzia come entrambi i 
campioni trattati, liofilizzato e microonde, siano conformi allo standard di 
sicurezza proposto per E. coli mentre la conformità ai parametri stabiliti per i 
batteri del genere Salmonella è stata verificata per i campioni di controllo e per il 
liofilizzato, dove è stato possibile analizzare 10 g, ma non per il campione trattato 
con microonde. 
I dati ottenuti per quanto riguarda la presenza di stafilococchi coagulasi-positivi 
nel polline di controllo del castagno 2014, sono in accordo coi risultati dello 
studio condotto da Belahdj et al. (2012) in cui questi microrganismi sono stati 
ritrovati in campioni di polline non sottoposti a tecniche di conservazione con una 
carica di 4,43 Log UFC/g. Per quanto riguarda la presenza dei clostridi solfito-
riduttori, Feas et al. (2012) hanno riportato che, a differenza di quanto da noi 
osservato, tali microrganismi risultavano non rilevabili in campioni di polline 
raccolti direttamente dagli alveari. L'assenza di E. coli e di Salmonella, nei 
campioni di polline controllo del castagno 2014, è in accordo con quanto 
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evidenziato in altri studi (Feas et al., 2012, Belahdj et al., 2012 Relazione finale 
Progetto misura 124 PSR 2007-2013 della Regione Toscana "Innovazione nelle 
tecniche di raccolta e lavorazione del polline"). 
I grafici dei valori medi, espressi in Log UFC/g, e i relativi errori standard delle 
cariche microbiche dei microrganismi indicatori di sicurezza alimentare ricercati 
nel polline di castagno dell'anno 2015 trattati e non mediante liofilizzazione, 
microonde e disidratazione con aria calda, sono riportati in Fig. 4.5. 
 
 
Figura 4.5: Carica microbica media espressa in Log UFC/g dei microrganismi indicatori di 
sicurezza alimentare del polline di castagno 2015. Le barre verticali indicano l'errore standard. 
 
Dai risultati dell’analisi microbiologica effettuata sul campione di polline di 
controllo è stato possibile rilevare la presenza di 3,06 Log UFC/g stafilococchi 
coagulasi-positivi, di 4,14 Log UFC/g bacilli sporigeni e di 1,4 Log UFC/g 
clostridi solfito-riduttori. I risultati ottenuti indicano l'assenza di E. coli e dei 
batteri del genere Salmonella rispettivamente in 1 e 10 g di polline del campione 








Sta0ilococchi	  coagulasi-­‐positivi	   Bacilli	  sporigeni	   Clostridi	  sol0ito-­‐riduttori	  
Log	  UF
C/g	  
Controllo	   Lio0ilizzato	   Secco	   Microonde	  
	   59	  
sicurezza alimentare proposto sia per E. coli che per i batteri del genere 
Salmonella. 
Dai risultati dell’analisi microbiologica effettuata sul campione di polline 
liofilizzato, disidratato e trattato con microonde è stato possibile rilevare, per 
quanto riguarda gli stafilococchi coagulasi-positivi, la non rilevabilità di tali 
microrganismi in tutti i campioni trattati. Per quanto riguarda i bacilli sporigeni, i 
risultati ottenuti evidenziano una diminuzione della carica coltivabile del 64,75% 
(da 2,27 a 0,80 Log UFC/g) nel campione trattato a microonde rispetto al 
controllo, mentre nel campione secco è stato riscontrato un incremento della 
carica coltivabile da 2,27 a 2,62 Log UFC/g rispetto al controllo. Per quanto 
riguarda i clostridi solfito-riduttori i risultati ottenuti hanno indicato come tali 
microrganismi non fossero rilevabili nel campione liofilizzato, mentre, per quanto 
riguarda i bacilli sporigeni, nel campione secco è stato riscontrato un incremento 
della carica coltivabile da 0,44 a 1,84 Log UFC/g rispetto al controllo. I risultati 
ottenuti mostrano l'assenza di E. coli in 1 g di campione di polline liofilizzato, 
secco e trattato a microonde, mentre i batteri del genere Salmonella sono risultati 
assenti in 6 g sia di campione liofilizzato che di campione trattato a microonde e 
in 8 g di campione secco. Tutti i campioni trattati sono quindi conformi allo 
standard di sicurezza microbiologica proposto per E. coli. 
I risultati delle analisi volte ad individuare stafilococchi coagulasi-positivi, E. coli 
e batteri del genere Salmonella nel campione secco sono in accordo con quanto 
riportato nello studio di De-Melo et al. (2015) in cui campioni di polline d'api 
brasiliano sottoposti a disidratazione non hanno rilevato la presenza di tali 
microrganismi. 
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I dati ottenuti in riguardo alla carica coltivabile con la quale sia i bacilli che i 
clostridi sono stati ritrovati nel campione di polline secco del castagno 2015 sono 
in accordo coi risultati ottenuti nello studio di Bonvehi e Jorda (1997). Tali autori, 
infatti, hanno riscontrato la presenza sia dei bacilli che dei clostridi in campioni di 
polline disidratato, con una carica massima di 1,08 e 1 Log UFC/g 
rispettivamente. 
I grafici dei valori medi, espressi in Log UFC/g, e i relativi errori standard delle 
cariche microbiche dei microrganismi indicatori di sicurezza alimentare ricercati 
nel polline di salice dell'anno 2015 trattati e non mediante liofilizzazione, 
microonde e disidratazione con aria calda (campione secco e commerciale), sono 
riportati nella Fig. 4.6. 
 
 
Figura 4.6: Carica microbica media espressa in Log UFC/g dei microrganismi indicatori di 
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Dai risultati dell’analisi microbiologica effettuata sul campione di polline di 
controllo è stato possibile rilevare la presenza di 0,5 Log UFC/g stafilococchi 
coagulasi-positivi, di 2,63 Log UFC/g bacilli sporigeni e di 0,67 Log UFC/g 
clostridi solfito-riduttori. I risultati ottenuti mostrano l'assenza di E. coli e di 
batteri del genere Salmonella rispettivamente in 1 e 10 g di polline del campione 
di controllo; il campione di controllo soddisfa quindi i requisiti di sicurezza 
alimentare per E. coli e per i batteri del genere Salmonella. 
Dai risultati dell’analisi microbiologica effettuata sui campioni di polline 
liofilizzati, disidratati e trattati con microonde è stato possibile rilevare, per 
quanto riguarda gli stafilococchi coagulasi-positivi, un incremento della carica 
coltivabile da 0,50 a 1,69 Log UFC/g del campione liofilizzato rispetto al 
controllo, mentre nel campione trattato a microonde non è stata evidenziata la 
presenza di tali microrganismi. Bacilli sporigeni e clostridi solfito-riduttori non 
erano rilevabili nel campione secco, mentre nel campione liofilizzato si è 
osservata una diminuzione della carica coltivabile dei bacilli sporigeni del 60,83% 
(da 2,63 a 1,03 Log UFC/g) e un aumento della carica coltivabile di clostridi 
solfito riduttori da 0,67 a 1,40 Log UFC/g rispetto al controllo. Nel campione 
trattato con microonde è stato osservato un incremento per entrambi i gruppi 
microbici, rispetto al controllo. 
I risultati ottenuti mostrano l'assenza di E. coli in 1 g di campioni di polline 
liofilizzato, secco, commerciale e trattato a microonde, mentre i batteri del genere 
Salmonella sono risultati assenti in 10 g di polline del campione commerciale, in 
6 g del campione liofilizzato e del campione secco e in 4 g del campione trattato a 
microonde. Tutti i campioni sono quindi conformi allo standard di sicurezza 
microbiologica proposto per E. coli.  
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Dai risultati dell'analisi microbiologica del campione secco di polline di salice 
2015 è stato possibile evidenziare la non rilevabilità sia dei bacilli sporigeni che 
dei clostridi solfito- riduttori. Tali risultati sono in disaccordo con quelli ottenuti 
dall'analisi di alcuni campioni di polline disidratato, in cui è stata evidenziata la 
presenza di entrambi i gruppi microbici con cariche di 1,08 Log UFC/g per quanto 
riguarda i bacilli sporigeni e 1 Log UFC/g per quanto riguarda invece i clostridi 
solfito-riduttori (Bonvehi e Jorda, 1997). 
 
In conclusione i risultati ottenuti nell’ambito della presente tesi hanno permesso di 
evidenziare che entrambi i trattamenti di conservazione, liofilizzazione e 
microonde, hanno diminuito la carica coltivabile di alcuni gruppi microbici 
indicatori di qualità e di sicurezza, rendendo alcuni campioni di polline conformi 
agli standard. E' interessante notare come l'effetto dei trattamenti vari a seconda 
dell'origine botanica del polline; ciò potrebbe dipendere dalle diverse proprietà 
chimico-fisiche caratterizzanti ciascuna tipologia di polline. 
L'effetto dei diversi trattamenti di conservazione sulla popolazione microbica e 
sulla composizione nutrizionale e nutraceutica caratterizzanti i diversi pollini 
d’api riveste un ruolo importante nella ricerca dei metodi di conservazione più 
idonei da impiegare al fine di garantire unitamente alla preservazione delle 
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5. CONCLUSIONI 
 
Il polline d'api è un alimento completo e ben bilanciato dal punto di vista 
nutrizionale, ricco di carboidrati, proteine, amminoacidi liberi, lipidi, acidi grassi, 
fibre, vitamine, enzimi e sali minerali che lo rendono indicato nell'alimentazione 
umana come un valido integratore alimentare. Per essere commercializzato viene 
sottoposto ad un trattamento di disidratazione con aria calda che permette la 
conservazione del prodotto per periodi piuttosto lunghi, grazie alla riduzione del 
contenuto idrico ma, al contempo, causa una perdita di alcune importanti sostanze 
nutraceutiche termolabili. Negli ultimi anni si sta manifestando un crescente 
interesse per la ricerca di nuove metodiche di condizionamento del polline d'api in 
grado di preservare le caratteristiche fisico-chimiche del prodotto e, unitamente, 
renderlo sicuro per l'alimentazione umana.   
Nell’ambito della presente tesi campioni di polline d'api di castagno e salice 
raccolti in anni differenti, sottoposti e non a trattamenti di conservazione 
(liofilizzazione e microonde), sono stati analizzati dal punto di vista 
microbiologico per quanto riguarda la presenza di microrganismi indicatori di 
qualità e sicurezza microbiologica. 
Dai risultati ottenuti è possibile trarre le seguenti considerazioni conclusive: 
 
- L’analisi microbiologica dei campioni di polline di controllo ha permesso di 
evidenziare la presenza di microrganismi indicatori di qualità, in alcuni casi superiore 
ai parametri standard, in un range variabile dall’origine botanica del campione 
analizzato. In particolare, sono stati rilevati batteri mesofili aerobi (da 5,09 a 6,28 Log 
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UFC/g), enterobatteri (da 1,09 a 4,55 Log UFC/g), lieviti (da 4,04 a 4,75 Log UFC/g) 
e muffe (da 3,90 a 4,70 Log UFC/g).  
- Sugli stessi campioni, l’analisi dei microrganismi indicatori di sicurezza ha inoltre 
permesso di evidenziare l’assenza di E. coli e Salmonella e la presenza, in un range 
variabile dall’origine botanica del campione analizzato, di stafilococchi coagulasi-
positivi (da 0,48 a 3,06 Log UFC/g), bacilli sporigeni (da 2,27 a 4,14 Log UFC/g) e 
clostridi solfito-riduttori (da 0,44 a 1,40 Log UFC/g). 
- I diversi trattamenti di condizionamento quali liofilizzazione e microonde, hanno 
permesso di ridurre la carica coltivabile di alcuni microrganismi sia indicatori di 
qualità che di sicurezza. In particolare, la liofilizzazione ha permesso una 
riduzione del 55,16% della carica coltivabile degli enterobatteri nel campione di 
polline di castagno 2014, rendendo tale campione conforme al parametro stabilito 
per tali microrganismi. Nel campione di polline di castagno 2015, sia la 
liofilizzazione che il trattamento a microonde hanno permesso di rendere non più 
rilevabile la carica coltivabile degli stafilococchi coagulasi-positivi, mentre nel 
campione di polline di salice 2015 solo il trattamento a microonde ha evidenziato 
tale effetto; i trattamenti di liofilizzazione e microonde hanno quindi reso questi 
campioni conformi allo standard proposto per gli stafilococchi. 
- L’effetto dei trattamenti di liofilizzazione e microonde sulla carica coltivabile dei 
microrganismi indicatori di qualità e di sicurezza è risultato diverso in relazione 
all'origine botanica del polline. Ciò potrebbe essere ascrivibile alle differenti 
caratteristiche chimico-fisiche di ciascuna tipologia di polline. 
 
Lo studio dell’influenza dei diversi trattamenti di conservazione sulla popolazione 
microbica e composizione biochimica caratterizzanti i diversi pollini d’api riveste 
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un ruolo importante nella ricerca dei metodi di conservazione più idonei da 
impiegare al fine di garantire, unitamente alla preservazione delle caratteristiche 
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